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La acuicultura es una actividad con una creciente demanda que en las últimas décadas 
ha basado su desarrollo en la mejora de los procesos de alimentación, primando el 
crecimiento y la producción de biomasa. Sin embargo, en Europa este modelo ha 
fracasado y se está buscando dotar de valor añadido a sus productos. Una de estas vías 
es la sustitución de harinas y aceites de pescado en la alimentación acuícola por 
proteínas y grasas vegetales procedentes de microalgas aumentando la sostenibilidad 
del sector y confiriéndole compuestos nutracéuticos beneficiosos para mejorar la salud 
y bienestar animal, y/o la reducción del riesgo de enfermedad. El objetivo de este 
Trabajo de Fin de Máster ha sido determinar el potencial beneficio de la alimentación 
de juveniles de dorada (Sparus aurata) a medio-largo plazo con piensos 
suplementados con diferentes dosis y compuestos nutraceúticos comerciales extraídos 
de las microalgas. Para ello, durante 12 semanas se alimentaron ejemplares de dorada  
de ~12,5 g de peso inicial con 5 tratamientos diferentes, en triplicado: un pienso 
control, un pienso con el aditivo LB-GUThealth® con dos niveles de inclusión (0,5 y 1%) 
y un pienso con el aditivo LB-GREENboost® con dos niveles de inclusión (0,5 y 1%). Los 
resultados mostraron que incluso en el nivel de inclusión más bajo, estos compuestos 
no afectaron al crecimiento, aunque sí mejoraron la eficiencia alimentaria y los índices 
de conversión, reduciendo así la cantidad de pienso necesaria para producir una 
tonelada de dorada. Ambos compuestos produjeron niveles de lactato y cortisol 
menores a nivel plasmático, acompañado de una redistribución de los niveles de 
triglicéridos y de glucógeno. También indujeron, de manera dosis-dependiente, una 
elongación del tracto gastrointestinal, aumentando la superficie de absorción y 
haciéndola más selectiva y permeable. En conclusión, se ha comprobado que la 
suplementación con los compuestos nutraceúticos LB-GUThealth® y LB-GREENboost® 
en la dieta de dorada no afectó al crecimiento y a la supervivencia, aunque sí mejoró la 
eficiencia alimentaria, disminuyendo así los costes de producción. También se 
encontró que ejercen efectos positivos tanto a nivel metabólico como en la 
funcionalidad intestinal y el bienestar animal, confiriéndoles así un valor añadido con 
potencial para aumentar la competitividad del sector.  
 




Aquaculture is an activity with a growing demand that in recent decades has based its 
development on the improvement of feeding processes, prioritizing growth and 
biomass production. However, in Europe this model has failed and is being sought to 
provide products with an extra value. One of these issues is related with the 
replacement of fishmeal and fish oils in aquafeeds by proteins and vegetable fats from 
microalgae, increasing the sustainability of the sector and improving health and 
welfare, as well as reducing the risk of disease. The aim of this study was to determine 
the potential benefit of feed supplementation in gilthead sea bream (Sparus aurata) 
juveniles in a medium-long term with different doses of commercial nutraceutical 
compounds extracted from microalgae. With this purpose, fish with ~12.5 g of initial 
body weight were fed for 12 weeks with 5 different treatments, in triplicate: i) a 
control feed, ii) the same formulation supplemented with two inclusion levels (0.5 and 
1%) of the LB-GUThealth® additive, or iii) with the LB-GREENboost® additive also at 
two inclusion levels (0.5 and 1%). The results showed that even at the lowest inclusion 
level, these compounds did not affect growth, although they improved feed efficiency 
and conversion rates, thus reducing the amount of feed needed to produce a ton of 
fish. Both compounds produced lower lactate and cortisol levels at the plasma level 
concomitantly with a redistribution of triglyceride and glycogen levels. They also 
induced, in a dose-dependent manner, an elongation of the gastrointestinal tract, 
increasing the absorption surface and making it more selective and permeable. In 
conclusion, the supplementation with both nutraceutical compounds (LB-GUThealth® 
and LB-GREENboost®) in the gilthead sea bream has been shown to not affected 
growth and survival but improving feed efficiency, reducing production costs. They 
were also found to have positive effects both at the metabolic level and on intestinal 
functionality and animal welfare, giving them an extra value with potential to increase 
the sector's competitiveness. 
  




1.1. La evolución de la acuicultura  
La producción acuícola es una actividad creciente que se ha incrementado a nivel 
mundial en los últimos años debido tanto a un aumento en el consumo de pescado 
como a la disminución de la actividad pesquera, consecuencia de la sobreexplotación 
de los caladeros. Tras cuatro décadas de continuo crecimiento de la acuicultura, más 
de la mitad del pescado consumido en el mundo es abastecido por dicha actividad 
(APROMAR, 2019), y según datos de la FAO (Food and Agriculture Organization), en 
2018 la producción acuícola mundial ascendió a 111,9 millones de toneladas de 
pescado destinado a consumo humano (FAO, 2018) (Figura 1.1). 
Este crecimiento sigue siendo relativamente elevado gracias al aumento de la 
demanda de pescado para consumo entre la mayoría de los países productores, así 
como a la mejora en los procesos y técnicas de cultivo. Se estima que para 2100 la 
población mundial alcanzará los 11 mil millones de habitantes (Naciones Unidas, 
2017), por lo que la demanda de productos acuáticos seguirá creciendo. Por tanto, 
esta creciente demanda debe satisfacerse incrementando la producción acuícola 
progresivamente, buscando la optimización de los cultivos, pero con el mínimo 
impacto medioambiental posible. En la Unión Europea (UE), la acuicultura es una 
Figura 1.1. Evolución de la producción acuática mundial (acuicultura más pesca) en el periodo 1950-
2017 (FAO, 2018)  
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importante fuente de productos de origen acuático, tanto de procedencia marina 
como de aguas continentales. A nivel nacional, las especies de mayor volumen actual 
de producción acuícola son el mejillón, la lubina, la trucha arcoíris y la dorada 
respectivamente (APROMAR, 2019). Este estudio se centra en la dorada, especie muy 
apreciada por su carne y de fácil manejo en acuicultura, gracias a su gran plasticidad 
(Ortega, 2008), por lo que la hace ser clave en el sector acuícola nacional. 
1.2. Importancia en el rendimiento productivo y la eficiencia digestiva 
La alimentación en acuicultura, especialmente en peces, es un elemento clave para la 
viabilidad de su cultivo debido a que supone en torno al 50% de los costes totales de 
su producción (APROMAR, 2019). La optimización en la formulación y fabricación de 
piensos, junto con un mejor manejo de las prácticas de alimentación, puede reducir en 
gran medida la cantidad de alimento usado, y por tanto los costes correspondientes a 
este factor (FAO, 2018). Así, atendiendo a que el cultivo de especies acuáticas depende 
en su mayor parte de piensos formulados, su producción ha aumentado más del 
cuádruple en los últimos 20 años, pasando de utilizar 12 millones de toneladas de 
pienso a 51 millones de toneladas (FAO, 2018). Solo en España, en el 2018 se utilizaron 
140.050 toneladas de pienso en acuicultura, siendo un 8,4 % superior que en 2017 
(APROMAR, 2019). Por tanto, la gestión del proceso de alimentación por parte de las 
granjas acuícolas juega un papel clave no solo en cuanto a competitividad económica, 
sino también de sostenibilidad medioambiental. El pienso no consumido representa un 
alto porcentaje de materia orgánica e inorgánica en comparación con las excreciones 
metabólicas, llegando como efluentes al medioambiente, causando un incremento de 
nutrientes que puede dar lugar a problemas de eutrofización en zonas con bajas tasas 
de renovación de agua (bahías y estuarios), y ocasionando un impacto en los 
ecosistemas locales o regionales (Borja, 2002; Vergara et al., 2005; Fundación 
Observatorio Español de Acuicultura, 2014). Es por todo ello que una mejora en la 
eficiencia digestiva, atendiendo tanto a factores de pautas de alimentación, como a la 
composición y formulación de los ingredientes incorporados bien como componentes 
mayoritarios (proteína, carbohidratos, ácidos grasos, etc.) o como suplementos 
alimenticios (extractos de algas, pre- y pro- bióticos, entre otros) que puedan mejorar 
su aprovechamiento, se hace crucial en la gestión de la producción acuícola.  
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Por lo tanto, el estudio de diversos índices biométricos y de rendimiento productivo a 
lo largo del cultivo permite evaluar, desde un punto de vista objetivo y sencillo, la 
eficiencia y adecuación de las diferentes formulaciones y/o suplementaciones en la 
dieta. Entre ellos, podemos destacar los índices de eficiencia de alimentación o 
conversión del alimento (de sus siglas en inglés FE y FCR, respectivamente) de los 
cuales se puede extraer información sobre la cantidad de dieta requerida por unidad 
de ganancia de peso, es decir, la proporción de alimentos incorporados a los tejidos de 
los peces. Así, un FE o FCR óptimo en relación con el alimento aportado y su 
transformación en biomasa debería tender a una relación 1:1(1 kg de pienso produce 
un aumento de 1 kg de biomasa), aunque los valores reales son muy variables 
dependiendo i) del tipo del alimento, ii) de las condiciones ambientales (temperatura 
del agua, fotoperiodo, estación), iii) del estadio de cultivo (larvas vs juveniles vs 
adultos), y iv) de la especie diana (Perera et al., 2019).  
Muchos estudios se han enfocado en ajustar la composición de las dietas mediante 
determinación de la digestibilidad de diferentes ingredientes, o incluso evaluando la 
salud intestinal mediante diferentes técnicas, desde el clásico análisis histopatológico 
de los tejidos, hasta los más modernos análisis de transcriptómica y metabolómica, 
pasando por la evaluación electrofisiológica de la selectividad epitelial (e.g. Estensoro 
et al., 2016; Martos-Sitcha et al., 2018; Simó-Mirabet el at., 2018, entre otros). Como 
ejemplo de una especie marina de cultivo mediterráneo, el FE de la dorada (Sparus 
aurata) oscila entre el 0,5 y el 0,7 (Papaharisis y Avdelas, 2015), aunque estos valores 
pueden mejorar notablemente en condiciones experimentales (Bonaldo et al., 2010). 
Por lo tanto, existe margen para que los valores de eficiencia de alimentación ofrezcan 
unas mayores tasas específicas de crecimiento (SGR, % de crecimiento al día) de los 
peces cultivados bajo condiciones de producción. Como ejemplo, en los sistemas de 
producción actuales para el salmón atlántico (Salmo salar) en Noruega, el FCR ha 
disminuido de 2,8 a 1,2 kg de alimento para producir 1 kg de carne, llegando a ser una 
de las especies con mejores tasas de conversión de la piscicultura (Hasan y Soto, 2017). 
En este sentido, vale la pena señalar que una disminución de un solo decimal en este 
parámetro significará toneladas de ahorro en alimentación, y por lo tanto de reducción 
de desechos ambientales procedentes del sector acuícola. 
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1.3. Uso de nutracéuticos en la alimentación acuícola: valor añadido para los 
productos acuáticos europeos garantizando la sostenibilidad 
Durante estas últimas décadas, el desarrollo de la acuicultura en general se ha 
centrado en la mejora de los procesos de alimentación en diferentes especies de 
importante valor comercial (e.g., en estudios del salmón atlántico (S. salar): Sun et al., 
2016;  en lubina asiática (Lates calcarifer): Salama, 2008; en lubina europea 
(Dicentrarchus labrax): Messina et al., 2014 y en dorada (S. aurata): Sánchez-Ruiz, 
2018), primando el crecimiento y producción de biomasa sobre otros factores. Sin 
embargo, en Europa este modelo de desarrollo ha ocasionado el estancamiento del 
sector ante la imposibilidad de competir con otros países. Por tanto, ante el elevado 
crecimiento del sector a nivel mundial la actividad acuícola europea se ha visto forzada 
a reducir los costes de producción y a dotar de valor añadido a sus productos. Por este 
motivo, dos de sus mayores retos son: i) la salud y bienestar de los peces, y ii) lograr un 
modelo de negocio basado en la economía azul, mejorando el bienestar humano y 
reduciendo al mismo tiempo los riesgos ambientales y los daños ecológicos (Ivanova et 
al., 2017), consiguiendo una acuicultura más sostenible y respetada por el consumidor.  
Uno de los principales problemas relacionados con la sostenibilidad del sector es la 
sustitución de harinas y aceites de pescado en la alimentación acuícola. Diversos 
estudios han proporcionado información sumamente importante en relación a la 
posibilidad de aumentar el uso de proteínas y grasas vegetales en los alimentos para 
peces, así como a la suplementación con diferentes aditivos que reviertan los efectos 
de detrimento epitelial y de rendimiento en la producción en muchos casos (Estensoro 
et al., 2016), haciendo que las tasas de inclusión de harina y aceite de pescado en los 
piensos acuícolas haya disminuido significativamente sin comprometer i) el 
crecimiento de los animales por un buen aprovechamiento de los nutrientes aportados 
en la alimentación al ajustarse a los requerimientos nutricionales de los organismos, ni 
ii) el valor nutricional de los productos acuáticos producidos (FAO, 2018). Así, durante 
los últimos años se ha logrado avanzar mucho consiguiendo reducir significativamente 
la dependencia de estos ingredientes marinos al incorporar mezclas equilibradas de 
harinas y aceites vegetales en las dietas comerciales (Mourente y Bell, 2006; Benedito-
Palos et al., 2016;  Simó-Mirabet et al., 2018;  Perera et al., 2019), y se espera 
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conseguir tasas de reemplazo aún mayor mediante el uso de nuevas alternativas como 
los cultivos de semillas oleaginosas genéticamente modificadas y  el uso de  microalgas  
(Sprague et al., 2017). Aun así, todo este avance requiere de una importante labor de 
investigación para poder realizar dichas sustituciones y suplementaciones de manera 
segura y sin perjuicio del bienestar animal, como la que está suscitando el uso de 
compuestos nutraceúticos extraídos de las microalgas, como es el caso del presente 
Trabajo Fin de Máster.  
 Existen numerosas investigaciones donde se ha evaluado la inclusión de microalgas en 
la alimentación acuícola de diferentes especies, tanto dulceacuícolas en donde no se 
vio afectado el crecimiento (Kumar et al., 2004; Olvera-Novoa et al., 1998) o incluso 
indujeron efectos positivos (Sarker et al., 2016) , como en salmónidos y especies 
marinas, donde en función del nivel de inclusión y de la especie de microalga utilizada 
se obtuvieron resultados más dispares (e.g., en salmónidos,  Kiron et al. 2016; Gong et 
al., 2019;  Sorensen et al., 2016 y en dorada,  Palmegiano et al. 2009; Eryalçin et al., 
2013;  Eryalçin y Yildiz, 2015).   
Por tanto, el uso de las microalgas en la elaboración de piensos, tanto en su totalidad 
como tras su tratamiento biotecnológico para una mayor biodisponibilidad  de los 
compuestos nutraceúticos que contienen, actualmente está promoviendo un gran 
interés, no solo por su elevado contenido en proteínas (López et al., 2010), 
aminoácidos esenciales y ácidos grasos poliinsaturados (Huerlimann et al., 2010), sino 
también por la presencia de otros compuestos que les confieren un papel adicional 
como ingrediente funcional. La definición de “alimento funcional” engloba a todo 
aquel que posee un efecto beneficioso demostrado, sobre una o varias funciones 
específicas en el organismo, más allá de los efectos nutricionales habituales, siendo 
este hecho relevante para mejorar la salud y el bienestar y/o la reducción del riesgo de 
enfermedad (ILSI, 1999). Por ello, el diseño de dietas para la alimentación acuícola se 
va encaminando, además de en proporcionar los nutrientes necesarios para el 
desarrollo óptimo, en proporcionar ingredientes funcionales que mejoren el estado de 
salud (Burr et al., 2005), teniendo en cuenta que el estado nutricional y el estrés van a 
influir en su estado inmunológico (Jensen et al., 2015). 
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De hecho, ya existen estudios que describen efectos positivos sobre el crecimiento y 
utilización del alimento, la coloración y estado oxidativo del músculo, la funcionalidad 
y estructura intestinal, la respuesta al estrés, y la resistencia a enfermedades, como es 
el caso de la inclusión de Isochysis galbana en la dieta (4-5%) de Trachinotus ovatus: 
He et al., 2018). Sin embargo, estos estudios sobre la inclusión de microalgas en dietas 
funcionales en acuicultura aún son escasos en comparación con otras especies del 
sector pecuario. En base a esto, la utilización de las microalgas como ingrediente 
funcional a un nivel de inclusión relativamente bajo (<10%) se está contemplando 
como una estrategia prometedora para mejorar el crecimiento, metabolismo y estado 
de condición general de los peces cultivados (Chakraborty y Hancz, 2011).  
1.4. Salud intestinal, metabolismo y estrés 
Atendiendo a todo lo anteriormente expuesto, el mantenimiento de la salud intestinal 
de los animales es de suma importancia durante el proceso de cultivo, dado que la 
presencia de un intestino sano permitirá una correcta funcionalidad de los procesos de 
absorción y asimilación de los nutrientes ingeridos, lo que repercutirá positivamente 
sobre el crecimiento y el bienestar animal de los peces. En este sentido, el intestino 
puede ser considerado como un órgano muy interesante dada i) su polaridad debida a 
la distribución de proteínas y transportadores a lo largo de las membranas basolateral 
y apical del mismo, y ii) por la permeabilidad/impermeabilidad frente a determinados 
compuestos debido a las uniones existentes entre las membranas celulares del 
epitelio. Todo ello determinará la selectividad intestinal, por lo que el estudio de la 
capacidad eléctrica establecida por el potencial activo de transporte y su 
permeabilidad permitirá la caracterización del impacto de determinados compuestos, 
tales como el de diferentes aditivos y la inclusión de diferentes materias primas, con 
relación a la integridad y funcionalidad del epitelio intestinal (Estensoro et al., 2016). 
En peces, los nutrientes asimilados a través del epitelio intestinal procedentes de la 
dieta, como los carbohidratos, lípidos y proteínas, sirven como fuente para la 
producción de energía y soportar así la realización de diferentes funciones fisiológicas, 
desde la maduración sexual en periodos de reproducción, la supervivencia y respuesta 
ante una situación de estrés, o invertirlo directamente en crecimiento (biomasa) 
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cuando las condiciones de cultivo son las más favorables para los animales. Es por ello 
que el estudio del metabolismo intermediario de los animales sobre el posible control 
que pueda ejercer i) la formulación de la dieta y ii) las variables ambientales sobre el 
equilibrio dinámico de los procesos energéticos involucrados en el anabolismo 
(formación de estructuras complejas a partir de metabolitos más sencillos 
procedentes, en su mayoría, de la alimentación y la nutrición) y el catabolismo 
(movilización de reservas energéticas para su uso, por ejemplo, ante situaciones 
adversas) sea de suma importancia para tener en todo momento una estima del 
bienestar animal de los ejemplares cultivados debido a los requerimientos 
nutricionales de cada especie y a las formulaciones ofrecidas durante su cultivo (Ellis et 
al., 2012). Así, no es de extrañar que el estudio de las principales rutas metabólicas, 
con la medición de diversos sustratos energéticos disponibles en diferentes tejidos (a 
modo de reserva) o circulantes en el plasma de los animales, sea una aproximación 
válida para la evaluación de dietas funcionales en animales cultivados.  
De igual modo, y dado a que los procesos de estrés durante condiciones desfavorables 
pueden suponer, tanto por causas nutricionales como por el propio manejo y sistema 
de cultivo, la movilización de las reservas energéticas a corto y largo plazo (Martos-
Sitcha et al., 2014), el estudio del principal eje endocrino encaminado a hacer frente a 
un reto durante el proceso de cultivo, como es el eje Hipotálamo-Hipofisario-Interrenal 
(HHI), con el cortisol como producto final y como una de las hormonas más 
importantes para su regulación, también dará indicios sobre la idoneidad de 
determinados compuestos en la dieta que actúen como agentes preventivos 
relacionados con el bienestar animal de los animales cultivados (Saccol et al., 2018). 
1.5. Características biológicas de la dorada 
La dorada (Sparus aurata Linneo, 1758) es un teleósteo marino de la familia de los 
espáridos que se distribuye por todo el Mediterráneo, así como por las costas 
orientales del Océano Atlántico (Reig, 2001). Esta especie recibe su nombre por la 
banda dorada que se extiende entre sus ojos, visible cuando los individuos llegan a la 
fase adulta (Figura 1.2). 




Figura 1.2. Boceto de una dorada, Sparus aurata (tomada de conxemar.com/es) 
A pesar de ser una especie gregaria, pueden vivir en solitario o formando pequeños 
grupos. Su alimentación es principalmente carnívora, basándose en bivalvos (almejas, 
mejillones y ostras), peces o incluso cefalópodos, aunque también pueden ser 
herbívoros facultativos. Es una especie demersal (bentónica-pelágica) que habita 
principalmente en el litoral, desde la zona superficial hasta los 90 metros de 
profundidad (Reig, 2001). Es una especie eurihalina y euriterma soportando amplios 
rangos de variación en la salinidad y la temperatura ambiental pudiendo emigrar hacia 
las desembocaduras de los ríos y lagunas litorales en primavera, para buscar mejores 
condiciones de alimentación, buscando zonas de mayor profundidad a mediados de 
otoño, donde las condiciones son menos extremas que en las lagunas costeras 
(Audouin, 1962). También pueden encontrarse refugiadas en praderas de 
angiospermas marinas costeras (Verdiell-Cubedo et al., 2007).  
Una de las características a tener en cuenta de esta especie en su cultivo es que 
presenta un hermafroditismo protándrico, actuando como macho en los primeros años 
hasta alcanzar 20-30 cm, sufriendo posteriormente una inversión sexual hacia hembras 
en el 80 % de los casos en función de la relación machos:hembras presente en el 
cultivo, y siempre tras la primera maduración sexual. La dorada es la única especie de 
su familia que se cría a gran escala y se ha convertido actualmente en una de las 
principales especies cultivadas a nivel europeo. En el Mediterráneo se concentra el 
90% de la producción mundial, repartida entre Grecia, Turquía, España e Italia 
respectivamente (Zohar et al., 1995; Ortega, 2008; APROMAR, 2019). La dorada es una 
especie pionera en la acuicultura de peces marinos, siendo objeto de un gran esfuerzo 
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de investigación sobre reproducción, ontogenia, crecimiento y nutrición durante más 
de cuatro décadas (Pavlidis y Mylonas, 2011). Además, existen un amplio número de 
estudios sobre su fisiología, metabolismo y nutrición ante diferentes condiciones de 
cultivo (e.g. Estensoro et al., 2016; Martos-Sitcha et al., 2018, 2019; Perera et al., 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
El desarrollo de una acuicultura sostenible depende del mantenimiento de las 
condiciones adecuadas para maximizar el crecimiento y el bienestar de los peces, ya 
que condiciones desfavorables podrían ocasionar una reducción en el rendimiento y la 
salud de los mismos. De este modo, existen estrategias que se han venido estudiando 
con el propósito de evitar pérdidas económicas relacionadas con problemas de 
nutrición y estrés. Por este motivo, la hipótesis de trabajo del presente estudio 
pretende verificar la capacidad de mejora en cuanto a la eficiencia de alimentación, y 
en consecuencia del rendimiento productivo, en juveniles de dorada (S. aurata) 
mediante la adición de extractos procedentes de las microalgas en la dieta. 
Así, el objetivo general de este Trabajo Fin de Máster es determinar el potencial 
beneficio de la alimentación de juveniles de S. aurata a medio-largo plazo con piensos 
suplementados con diferentes dosis y compuestos nutracéuticos comerciales extraídos 
de las microalgas.  
Para alcanzar el objetivo general planteado, se plantea abordar los siguientes objetivos 
específicos: 
1) Valorar la influencia de diferentes compuestos nutracéuticos adicionados en la 
dieta a dos dosis diferentes de inclusión (0,5 y 1%) sobre la eficiencia de 
alimentación y rendimiento productivo de la especie. 
2) Comparar la orquestación metabólica y bienestar animal de dichos ejemplares 
bajo condiciones normales de cultivo. 
3) Evaluar la salud intestinal de los animales mediante técnicas de selectividad 
epitelial y permeabilidad del intestino. 
4) Calcular el potencial beneficio económico del uso de estos compuestos 
nutracéuticos en la formulación de piensos comerciales. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1. Diseño experimental 
La especie seleccionada para este experimento fue la dorada (S. aurata) debido a su 
gran interés tanto para la acuicultura andaluza como para la española y europea. Se 
utilizaron un total de 450 ejemplares obtenidos de fuentes comerciales con un peso 
medio de ~12,5 g. Los peces fueron distribuidos aleatoriamente en 15 tanques de 100 
L de capacidad (n = 30, densidad de cultivo aproximada de 4 Kg/m3) en las 
instalaciones del Centro Tecnológico de Acuicultura de Andalucía (CTAQUA) localizado 
en El Puerto de Santa Maria (Cádiz). Durante todo el periodo experimental, los 
animales se mantuvieron a salinidad (37,7‰) y temperatura (22 ± 1 ºC) constantes, así 
como bajo condiciones de fotoperiodo natural del 25 de febrero hasta el 23 de mayo 
de 2019 para la latitud geográfica de la bahía de Cádiz, España (36° 31' N y 6° 12' W) y 
apoyado con un sistema de luminarias con fotoperiodo establecido de 12L/12O. Los 
tanques experimentales se mantuvieron mediante un sistema de recirculación (RAS, 
por sus siglas en inglés) provistos con filtración tanto mecánica (perlón y skimmer) 
como biológica (biobolas y bioblocks) (Figura 3.1). 
Con el objetivo de evaluar los dos nuevos aditivos funcionales basados en microalgas 
(LB-GUThealth® y LB-GREENboost®) en diferentes dosis de inclusión, se llevó a cabo 5 
tratamientos diferentes, en triplicado, durante un periodo de 12 semanas (87 días) 
(Figura 3.2), donde se utilizó un pienso control sin la incorporación de los compuestos 
Figura 3.1. Foto de los tanques experimentales y el sistema de recirculación (CTAQUA) (foto: David 
Sánchez) 
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de microalgas, así como 4 piensos experimentales, de formulación similar al control, 
pero suplementadas con los productos de Lifebioencapsulation: 
- Pienso control (CTRL), basado en la formulación de un pienso estándar para 
dorada, sin aditivos funcionales (e.g. Skretting). 
- Pienso con aditivo LB-GUThealth® (LBGh), con dos niveles de inclusión 
diferentes: 5 g y 10 g de producto/kg de pienso control (0,5% y 1%) (LBGh0.5 y 
LBGh1, respectivamente). 
- Pienso con aditivo LB-GREENboost® (LBGb), donde también se utilizaron dos 
niveles de inclusión: 5 g y 10 g de producto/kg de pienso control (0,5% y 1%) 
(LBGb0.5 y LBGb1, respectivamente). 
La prueba de alimentación fue realizada “a ciegas”, de tal forma que los cinco piensos 
fueron etiquetados con un color diferente para cada uno de ellos, asignándose de 
forma aleatoria a cada uno de los tanques experimentales. Por tanto, el personal 
encargado de alimentar cada una de las unidades experimentales no supo qué color 
correspondía con cada pienso, eliminando cualquier fuente de subjetividad durante el 
proceso de alimentación para la obtención de resultados finales objetivos en cuanto a 
la aceptación y rendimiento productivo de cada una de las dietas ofrecidas.  
Figura 3.2. Esquema del diseño experimental para la evaluación de los productos Lifebioencapsulation 
en dorada. 
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La alimentación se distribuyó en 3 dosis diarias ad libitum (hasta saciedad aparente), 
asegurándose que la cantidad ofrecida en cada unidad experimental fuese ingerida en 
su totalidad según demanda, para disminuir los errores en los distintos índices y 
parámetros zootécnicos calculados con posterioridad. Así, la ingesta de cada unidad 
experimental fue contabilizada de forma diaria, permitiendo obtener la ingesta total 
para el cálculo de la eficiencia de alimentación. Para ello, cada 3 semanas 
aproximadamente, todos los animales de cada una de las unidades experimentales 
fueron anestesiados con una dosis de 0,1 ml de 2-fenoxietanol/L de agua de mar, 
realizándose un muestreo biométrico para obtener la evolución y seguimiento del 
crecimiento para cada uno de los piensos experimentales. Durante todo el periodo 
experimental, el mantenimiento de cada uno de los tanques experimentales, así como 
del sistema RAS, se llevó a cabo a diario de forma minuciosa, contemplando la 
eliminación de algas y materia orgánica adheridas a las paredes de los tanques o el 
mantenimiento del perlón filtrante y el skimmer para mantener unas condiciones 
óptimas en el agua del cultivo. Además, aprovechando la extracción de los peces 
durante los muestreos biométricos intermedios, se realizaba una limpieza exhaustiva y 
desinfección del interior de cada uno de los tanques evitando así el estrés diario 
producido por su manipulación. 
3.2. Obtención de muestras 
Todos los procedimientos experimentales fueron llevados a cabo siguiendo las 
directrices dadas por el Consejo de la Unión Europea (2010/63/UE), legislación 
española (ley 32/2007 y RD 53/2013) y la Universidad de Cádiz para el uso de animales 
de laboratorio. Además, el presente modelo experimental cuenta con la aprobación de 
la Junta de Andalucía para el uso y manipulación de animales de experimentación, con 
el número de autorización 04/04/2019/056. 
Transcurridos 3 meses de alimentación, 4 ejemplares por tanque (n = 12 
peces/tratamiento) fueron anestesiados con una sobredosis letal de 1 mL de 2-
fenoxietanol/L de agua de mar. Tras pesarlos y medirlos de forma individual, se 
obtuvieron muestras de sangre mediante punción del pedúnculo caudal utilizando 
jeringas de 1 mL previamente heparinizadas para evitar su coagulación (Figura 3.3). 
Uso de nuevos aditivos funcionales en acuicultura     David Sánchez Ruiz        
14 
 
Dichas muestras fueron recogidas en tubos Eppendorf de 1,5 mL y centrifugadas 
durante 5 minutos a 13.000 g para la obtención del plasma sanguíneo, el cual fue 
alicuotado en tubos de Eppendorf de 0,5 mL, congelados en nitrógeno líquido y 
almacenado a -80 ºC hasta el posterior análisis en el laboratorio. 
De cada animal sacrificado se obtuvo el peso total del hígado, utilizado para el cálculo 
del índice hepatosomático (IHS) a partir de la fórmula: 
IHS = [
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜 (𝑔)
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑖𝑚𝑎𝑙 (𝑔)
] ∗ 100 
Posteriormente, el tejido se dividió en 2 mitades para ser congeladas en nitrógeno 
líquido y almacenadas a -80 ºC hasta su posterior homogenización y análisis en el 
laboratorio. Además, tras desescamar y eliminar la piel del lomo izquierdo de cada uno 
de los animales, se tomaron muestras de músculo mediante el uso de un bisturí, las 
cuales fueron igualmente depositadas en tubos de 2 mL para su congelación en 
nitrógeno líquido y almacenamiento a -80 ºC hasta su posterior homogenizado y 
análisis en el laboratorio. Por último, se extrajo la totalidad del intestino para su 
medición, desde los ciegos pilóricos hasta el recto (Figura 3.4), y el posterior cálculo 




] ∗ 100 
Figura 3.3. Proceso de extracción de sangre a un ejemplar de dorada durante el muestreo fisiológico 
final (Foto: David Sánchez) 




Además, una semana después del muestreo final, tiempo suficiente para garantizar 
una alimentación apropiada para los animales tras su manipulación para la biometría 
final, se tomaron 2-3 peces por tanque (n = 8 peces/tratamiento) para analizar la 
permeabilidad y selectividad del epitelio mediante técnicas electrofisiológicas ex vivo. 
Para ello, los animales fueron anestesiados con una sobredosis letal de 1 mL de 2-
fenoxietanol/L de agua de mar y los intestinos anteriores montados según lo descrito 
en el apartado 3.4.3.  
3.3. Índices zootécnicos 
 Los datos biométricos obtenidos durante el muestreo final se utilizaron para examinar 
la evolución del crecimiento en peso (g) y longitud furcal (cm) de todos los ejemplares 
muestreados, además de los siguientes índices zootécnicos y morfométricos calculados 
a partir de las siguientes expresiones (Millán-Cubillo et al., 2016): 






• Ganancia de peso (WG): expresa la evolución del peso de los ejemplares 
respecto al peso inicial de los mismos (%).  
WG = [
𝑝𝑒𝑠𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙(𝑔)−𝑝𝑒𝑠𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)
𝑝𝑒𝑠𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)
] ∗ 100 
• Tasa específica de Crecimiento (SGR): se define como la variación del peso 
corporal a lo largo del tiempo (%/día). 
Figura 3.4. Disección del intestino completo, desde el final de los ciegos pilóricos (izquierda) hasta el 
recto (derecha). (Foto: David Sánchez) 




ln 𝑝𝑒𝑠𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙(𝑔)− ln 𝑝𝑒𝑠𝑜 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)
𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑑í𝑎𝑠)
] ∗ 100 
• Eficiencia de alimentación (FE): es la relación existente entre el aumento del 
peso de los animales respecto al alimento ingerido de forma voluntaria hasta 
saciedad aparente (ad libitum). 
FE =  [
𝛥 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 (𝑔)
𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑎𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)
] 
3.4. Técnicas de análisis 
Todas las técnicas de análisis aquí descritas, a excepción de la electrofisiología, se 
basan en reacciones colorimétricas que dan lugar a un compuesto a partir del cual 
podemos determinar su concentración mediante la lectura de absorbancias en un 
espectrofotómetro de microplacas (PowerWave™ 340 de BIO-TEK) y calcular su 
concentración a partir de elaboración de curvas estándar con el uso de patrones de 
concentración conocida en cada uno de ellos. Las lecturas tomadas en microplacas de 
96 pocillos se procesaron con el software KC Junior™ de BIO-TEK, cuyos resultados se 
exportaron a Excel para el posterior tratamiento de datos. Todas las muestras fueron 
analizadas por triplicado.  
3.4.1. Cortisol plasmático  
El análisis de los niveles de cortisol plasmático se realizó a partir del kit comercial 
Cortisol Enzyme Immunoassay Kit (Arbor Assays, K003-H1W), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. De forma resumida, se empleó una placa de 96 
pocillos tapizada con un anticuerpo primario en la que se añadieron 50 μL de cada uno 
de los estándares y de las muestras de plasma, en duplicado, así como 25 μL de cortisol 
conjugado (en todos los pocillos) y 25 μL de anticuerpo secundario específico contra 
cortisol (excepto en los 4 que actuarían como blanco, sustituyéndose por 25 μL de 
buffer). Posteriormente, la placa sellada con film autoadhesivo se incubó durante 1 
hora a 25 ºC con agitación constante (150 rpm/min). Transcurrido este tiempo, la placa 
fue introducida en un lavador de microplacas (Automatic Micro-plate Washer PW-812, 
Huisong, Shangai, China), y tras su secado se añadió 100 μL de tampón TMB en todos 
los pocillos para volver a proceder a su incubación durante 30 min a 25 ºC sin 
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agitación. Finalmente, se añadieron 50 μL de Stop Solution y se procedió a la lectura de 
la absorbancia a 450 nm. 
3.4.2. Metabolitos plasmáticos, hepáticos y musculares 
Las muestras hepáticas y musculares fueron homogenizadas previamente antes del 
análisis de metabolitos. Para el homogenizado, se realizó una desproteinización a 
partir de una relación 7,5 v/w de una solución de ácido perclórico 0.024 N (Merck 
KGaA, 1.00518.1001), homogenización mediante instrumento de dispersión de alto 
rendimiento (T 25 digital Ultra-Turrax®) y su posterior neutralización con una solución 
básica de bicarbonato potásico 1 M (Merck KGaA, 1.04854.0500), resultando una 
dilución 15 veces el peso del tejido. Tras mezclarlo en el agitador tipo vortex, cada uno 
de los homogenizados se centrifugaron durante 30 minutos a 3.250 g y 4 ºC, 
distribuyendo posteriormente en alícuotas la fase acuosa resultante, en la que 
quedaron suspendidos los metabolitos objeto de medición. 
Usando kits comerciales de SpinReact (SpinReact SA, Sant Esteve d'en Bas, Girona, 
España), y mediante la adaptación de los protocolos a microplacas de 96 pocillos, los 
parámetros metabólicos que fueron analizados tanto en plasma, hígado y/o músculo 
incluyeron: i) los niveles de glucosa (Glucose-HK Ref. 1001200), ii) los niveles de lactato 
(Lactate Ref. 1001330) y iii) los niveles de triglicéridos (TAG Ref. 1001311). Para el caso 
de la medición de proteínas plasmáticas se utilizó el método del ácido bicinconínico 
con el kit de proteínas BCA (BCATM Protein assay kit, Pierce, Rockford, EE.UU.) con el 
estándar de albumina procedente de suero bovino. Para el caso del glucógeno 
hepático y muscular se utilizó el método descrito por Keppler y Decker (1974). Así, una 
vez obtenida la glucosa total almacenada después de la ruptura del glucógeno, y tras 
restar los niveles de glucosa libre en el tejido hepático, fue posible la determinación de 
este metabolito de almacenamiento con el kit específico de SpinReact (Glucose-HK Ref. 
1001200) siguiendo el mismo procedimiento espectrofotómetro descrito 
anteriormente. 
3.4.3. Electrofisiología del epitelio intestinal 
Las muestras de intestino de animales sacrificados según lo descrito anteriormente, 
fueron tomadas, aisladas, abiertas longitudinalmente y lavadas con  solución 
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basolateral de composición química/iónica similar a la del plasma de la especie (NaCl 
140 mM; MgSO4 1,5 mM; NaH2PO4 3 mM; CaCl2 1,5 mM; NaHCO3 5 Mm; KCl 3 mM; 
Glucosa 5,5 mM; Na-Hepes 5 mM), osmolaridad ajustada a 290 mOsm/Kg con manitol 
y pH de 7,80. Posteriormente los tejidos fueron montados según los descrito por 
Gregório et al. (2013). De forma resumida, el tejido fue rápidamente situado en un 
inserto de 0,25 cm2, el cual sirvió para separar/aislar como membrana semipermeable 
a los dos compartimentos de las cámaras de Ussing, conteniendo 2. mL de una 
solución salina fisiológica basolateral (Figura 3.5). 
 Durante el ensayo, el tejido fue aireado bilateralmente con una mezcla de gas 
compuesta por 0,3% de CO2 + 99,7% de O2 y mantenido a una temperatura constante 
de 22 ºC para asemejar el ensayo ex vivo a las condiciones in vivo de cultivo. El 
potencial transepitelial (Vt, en mV) fue referenciado como el lado de mucosa apical y la 
corriente de cortocircuito (Isc, en µA/cm2) fue monitorizada manteniendo el voltaje del 
epitelio a 0 mV y expresado como negativo para la absorción de iones.  
La resistencia epitelial (Rt, en Ω/cm2) fue calculado de acuerdo con: 
Ley de Ohm:  R =  [
𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑒𝑝𝑖𝑡𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙 (𝑉𝑡)
𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑟𝑡𝑜𝑐𝑖𝑟𝑐𝑢𝑖𝑡𝑜 (𝐼𝑠𝑐)
] 
Para el cálculo de la resistencia epitelial se usaron interferencias de corriente inducidas 
por pulsos de ±1 mV sostenidos durante 3 segundos por minuto. Todos los parámetros 
bioeléctricos de cada tejido fueron monitorizados por medio de electrodos Ag/AgCl 
conectados a cada lado de las cámaras de Ussing con un registro de datos en continuo 
durante 90 minutos tras lograr la estabilidad de cada uno de los tejidos, 30-40 minutos 
después del montaje en las cámaras. La corriente de cortocircuito y los pulsos fueron 
Figura 3.5. Tejido epitelial intestinal colocado en una de las caras del inserto donde se fija el epitelio 
para su posterior introducción en las cámaras de Ussing (Foto: David Sánchez) 
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representados mediante el uso de un amplificador DVC1000 (World Precision 
Instruments, Sarasota, USA) y almacenadas en un PC usando un sistema de adquisición 
de datos (LabTrax, World Precision Instruments, Sarasota, EE.UU.) (Figura 3.6). 
3.4.4. Permeabilidad aparente del epitelio intestinal 
Aprovechando los tejidos montados en cámaras de Ussing para la obtención de datos 
electrofisiológicos, se analizó la permeabilidad aparente del intestino anterior. Así, 30 
minutos tras la estabilización de los epitelios en las condiciones ex vivo, la solución 
basolateral de cada una de las cámaras fue reemplazada con 2 mL de solución nueva y 
limpia a la cual se le aplicó, solamente en la cara apical (lumen) del tejido, el 
compuesto FITC-dextrán de 4.000 mol de peso medio (Fluorescein isothiocyanate–
dextran, Ref. 46944, Sigma, España) a concentración final de 0,5 mg/mL (Figura 3.7). 
Sesenta minutos tras su aplicación, una alícuota de la solución contenida en cada una 
de las cámaras correspondientes a la cara apical (donante) y basolateral (receptor, 
correspondiente a la zona de contacto con los vasos sanguíneos) fue recogida y 
almacenada a -20 ºC hasta su posterior análisis en laboratorio utilizando un 
fluorímetro Multi-Mode Microplate Reader BioTek SynergyTM 4 (BioTek Instruments, 
Winooski, VT, EE.UU.) mediante excitación a longitud de onda de 492 nm y emisión a 
Figura 3.6. Equipo de electrofisiología portátil que se usó en este estudio, conectado a 8 cámaras de 
Ussing para la medición de los diferenciales de potencial a través de los tejidos intestinales que separan 
dos cámaras con la misma solución salina (Foto: David Sánchez) 
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520 nm. Finalmente, la permeabilidad aparente (Papp) fue calculada según la 
expresión: 




En donde V es el volumen de la cámara receptora (basolateral, 2 mL), A es el área de 
absorción (0,25 cm2), C0 es la concentración inicial de la cámara donante (apical, 0,5 
mg/mL), y dC/dT es la tasa de cambio de concentración (ng/s) en relación al tiempo de 
incubación (60 min) de FITC-dextrán en la cámara receptora con respecto a la solución 
basolateral antes del comienzo de la incubación. 
3.5. Análisis de datos y estadístico 
Tras revisarse y confirmarse la normalidad y homocedasticidad de los datos obtenidos, 
las diferencias entre tratamientos se evaluaron usando el test paramétrico ANOVA de 
una vía (one-way ANOVA) en todos los casos. En aquellos parámetros donde se 
detectaron diferencias estadísticamente significativas entre grupos (nivel de 
significación de p-valor < 0,05), se realizó el test de Tukey para su identificación. Todos 
los resultados se expresan como el valor medio de la variable ± el error estándar de la 
media (EEM), y tanto los análisis estadísticos como la representación de estos fueron 
realizados con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Sowtware, San Diego, EE. 
UU.). 
Figura 3.7. Cámara de Ussing donde se ha incorporado en la cara apical (lumen) el compuesto 
fluorescente FITC-dextrán para analizar la permeabilidad aparente del intestino anterior (Foto: David 
Sánchez). 




4.1. Rendimiento productivo y parámetros biométricos  
Todos los grupos experimentales mostraron un crecimiento alométrico desde 12-13 g 
hasta 37-39 g (Figura 4.1a), con una ganancia en peso (WG) del ~200% y tasas 
específicas de crecimiento (SGR) de 1,26-1,30% (Tabla 4.1). Además, la 
suplementación de la dieta redujo significativamente el consumo de pienso (Figura 
4.1b), con el consecuente aumento de la eficiencia de alimentación desde un 0,81 
(CTRL) hasta el 0,87-0,92 en los ejemplares alimentados con ambos compuestos (LBGb y 
LBGh) y niveles de inclusión (0,5 y 1%) (Figura 4.1c). Finalmente, no se observó 
mortalidad en ninguno de los grupos experimentales a lo largo de todo el periodo 
experimental.  
Figura 4.1. Evolución del crecimiento (a), índices de ingesta (b) y eficiencia de alimentación (c) en 
juveniles de dorada (S. aurata) alimentados durante 12 semanas con cinco dietas experimentales. Los 
resultados se expresan como el promedio  EEM de los tanques triplicados para cada grupo 
experimental. Diferentes letras en cada grupo indican diferencias significativas entre tratamientos (one-
way ANOVA, seguido del Test de Tukey; p <0,05). CTRL: control; LBGb0.5: LB-GREENboost (0,5%); LBGb1: 
LB-GREENboost (1%); LBGh0.5: LB-GUThealth (0,5%); LBGh1: LB-GUThealth (1%). 







Tabla 4.1. Parámetros de crecimiento e índices somáticos en juveniles de dorada (S. aurata) alimentados durante 12 semanas con cinco dietas experimentales. Los 
resultados sobre peso e índices de crecimiento (WG y SGR) se expresan como el promedio  EEM de los tanques triplicados para cada grupo experimental. Los datos de 
longitud e índices somáticos (CF y IHS) representan el promedio  EEM de 24 peces. Diferentes letras en cada grupo indican diferencias significativas entre tratamientos 
(one-way ANOVA, seguido del Test de Tukey; p <0,05). CTRL: control; LBGb0.5: LB-GREENboost (0.5 %); LBGb1: LB-GREENboost (1 %); LBGh0.5: LB-GUThealth (0.5 %); LBGh1: LB-




 CTRL LBGb0.5 LB Gb1 LBGh0.5 LBGh1 p 
Peso inicial (g) 12,55  0,04 12,64  0,11 12,45  0,10 12,56  0,06 12,54  0,05 0,650 
Peso final (g) 38,12  0,89 37,97  0,86 36,95  1,18 37,89  0,62 39,12  0,36 0,519 
Longitud final (cm) 14,08  0,21 14,01  0,25 14,29  0,25 14,15  0,22 14,03  0,21 0,909 
CF 1,32  0,05 1,30  0,02 1,30  1,02 1,34  0,04 1,30  0,02 0,835 
WG (%) 203,8  6,8 200,5  4,4 196,8  8,3 199,2  5,8 208,1  2,5 0,703 
SGR (%) 1,27  0,03 1,26  0,02 1,25  0,03 1,26  0,02 1,30  0,01 0,610 
IHS (%) 1,01  0,05a 1,16  0,04ab 1,24  0,04b 1,10  0,07a 1,11  0,04a 0,037 
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4.2. Bienestar animal y metabolismo  
Los niveles de cortisol plasmático disminuyeron significativamente en los animales 
alimentados con ambas dosis del compuesto LBGb, mientras que el compuesto LBGh 
produjo una tendencia clara en este mismo sentido, aunque no significativa, con una 
reducción del 30% con respecto al grupo control (Figura 4.2). 
La Tabla 4.2 muestra las modificaciones producidas metabólicamente, ya sea a nivel 
plasmático, hepático y/o muscular, tras la suplementación en la dieta. Los compuestos 
nutraceúticos no alteraron los niveles plasmáticos de glucosa y proteínas, aunque si 
produjeron una disminución de la concentración de lactato circulante en los animales 
alimentados con ambos niveles d inclusión del compuesto LBGb (LBGb0.5 y LBGb1), así 
como en aquellos alimentados con la dieta LBGh1. Sin embargo, los niveles de 
triglicéridos plasmáticos mostraron un aumento significativo y dosis-dependiente en 
animales alimentados con ambos compuestos. A nivel hepático, no se observaron 
diferencias significativas en los niveles de glucosa y triglicéridos, aunque el 
almacenamiento de glucógeno mostró un aumento significativo en animales 
alimentados con la dosis más alta de ambos compuestos (LBGb1 y LBGh1) con respecto al 
grupo control no suplementado. Finalmente, en músculo, sólo los peces alimentados 
con la dieta LBGh1 mostraron un aumento significativo en la acumulación de 
triglicéridos comparado a lo observado en el grupo control, no existiendo 
modificaciones producidas por la suplementación en el contenido de glucosa, 
glucógeno y lactato en este tejido. 
Figura 4.2. Concentración de cortisol plasmático en juveniles de dorada (S. aurata) alimentados durante 
12 semanas con cinco dietas experimentales. Los resultados se expresan como el promedio  EEM de 12 
peces. Información complementaria similar a lo descrito en la Figura 4.1. 





Tabla 4.2. Parámetros metabólicos a nivel plasmático, hepático y muscular en juveniles de dorada (S. aurata) alimentados durante 13 semanas con cinco dietas 
experimentales. Los resultados se expresan como el promedio  EEM de 12 peces. gpf: gramos de peso fresco del tejido. Información complementaria similar a lo descrito 
en la Tabla 3.1. 
 
 CTRL LBGb0.5 LBGb1 LBGh0.5 LBGh1 p 
Glucosa plasmática (mM) 3,32  0,08 3,36  0,10 3,59  0,12 3,42  0,11 3,34  0,10 0,385 
Lactato plasmático (mM) 4,18  0,49a 2,26  0,2b 2,39  0,31b 2,79  0,34ab 1,91  0,18b 0,012 
Triglicéridos plasmáticos (mM) 1,25  0,08a 1,49  0,17ab 1,83  0,14b 1,52  0,18ab 1,90  0,15b 0,032 
Proteínas plasmáticas (mg/mL) 31,54  0,74 31,84  0,88 30,68  1,64 31,14  1,07 29,44  1,58 0,869 
Glucosa hepática (µmol/gpf) 0,67  0,09 0,82  0,11 0,62  0,14 1,03  0,17 0,67  1,11 0,178 
Glucógeno hepático (µmol/gpf) 3,86  0,34a 4,48  0,23ab 5,45  0,39b 4,10  0,27a 5,23  0,25b 0,001 
Triglicéridos hepáticos (µmol/gpf) 97,8  11,0 99,7  13,5 104,0  10,3 103,6  8,8 92,6  7,5 0,946 
Glucosa muscular (µmol/gpf) 0,19  0,03 0,19  0,04 0,17  0,03 0,17  0,03 0,19  0,05 0,977 
Glucógeno muscular (µmol/gpf) 0,04  0,02 0,07  0,03 0,09  0,03 0,09  0,04 0,04  0,01 0,136 
Lactato muscular (µmol/gpf) 41,64  2,57 49,12  2,22 45,22  2,63 47,98  3,32 45,01  2,57 0,330 
Triglicéridos musculares (µmol/gpf) 17,73  2,27a 19,84  2,83a 18,49  3,07a 24,01  4,02ab 34,13  5,56b 0,022 
Uso de nuevos aditivos funcionales en acuicultura     David Sánchez Ruiz        
25 
 
4.3. Fisiología intestinal  
A nivel del tracto gastrointestinal, el índice de longitud del intestino (ILI) mostró un 
aumento significativo y dosis-dependiente, llegando a alcanzar un aumento del ~129 % 
y el ~135 % en los niveles de mayor nivel de suplementación (LBGb1 y LBGh1, 
respectivamente) comparado con el grupo control no suplementado (~96 %) (Figura 
4.3a). Esta misma tendencia fue igualmente observada para el caso de la resistencia 
epitelial (Figura 4.3c). Por su parte, la corriente de cortocircuito (Isc) no reveló 
diferencias significativas entre tratamientos, permaneciendo siempre con valores 
negativos (Isc<0), indicativo de la existencia de una función de absorción epitelial 
(Figura 4.3b). Finalmente, la permeabilidad aparente mostró un aumento igualmente 
dosis-dependiente en animales alimentados con ambos compuestos, aunque solo se 
registraron diferencias estadísticamente significativas en aquellos pertenecientes al 
grupo LBGh1 (Figura 4.3d).  
Figura 4.3. Parámetros de fisiología intestinal en relación con la longitud del intestino (ILI, a), corriente 
de cortocircuito (Isc, b), resistencia epitelial (Rt, c), y permeabilidad aparente (d) en juveniles de dorada 
(S. aurata) alimentados durante 12 semanas con cinco dietas experimentales. Los resultados se 
expresan como el promedio  EEM de 8 peces. Información complementaria similar a lo descrito en la 
Figura 4.1. 





En el sector acuícola, el uso de las microalgas está muy extendido para el 
enriquecimientos de los cultivos auxiliares de zooplancton (sobre todo rotíferos y 
artemias) utilizados en la alimentación de los primeros estadios (desde el comienzo de 
la alimentación exógena hasta el destete), o usándose directamente en los tanques de 
cultivo larvario para conseguir el efecto “aguas verdes”, manteniendo así la calidad 
nutricional del zooplancton añadido para la alimentación de dichas larvas (Navarro y 
Sarasquete, 1998; Guedes y Malcata, 2012). Además, en la última década la 
introducción de las microalgas como compuesto de la formulación de piensos 
funcionales se están valorando como alternativa al uso de harinas y aceites de 
pescado, o al menos para su reemplazo parcial, por su alto contenido de proteínas y 
lípidos (López et al., 2010; Huerlimann et al., 2010), buscando mejorar la sostenibilidad 
medioambiental del sector. Uno de los principales inconvenientes de esta estrategia 
está siendo el alto coste de producción de la biomasa de microalgas (Camacho et al., 
2019), aunque en la actualidad ya existen diferentes productos (e.g. AlgaPrime ™ DHA) 
producidos a gran escala que se están utilizando comercialmente en la producción del 
salmón (Tocher et al., 2019). Sin embargo, también existe un interés creciente en el 
uso de microalgas como nutracéuticos en alimentos funcionales (Brown et al., 1999; 
Camacho et al., 2019), cuyos efectos pueden ejercerse a un bajo nivel de inclusión en 
la dieta. De esta forma, los productos basados en microalgas que han sido evaluados 
en este estudio (LB-GUThealth® y LB-GREENboost®) se incluyeron en una formulación 
próxima a la producida de forma comercial para alimentos acuícolas a niveles que 
pueden considerarse bajos (1%) o muy bajos (0,5%). Los resultados mostraron que 
incluso en el nivel de inclusión más bajo, estos productos producen cambios positivos 
en la eficiencia alimentaria, el metabolismo y la salud intestinal de los juveniles de 
dorada alimentados durante un periodo de 12 semanas. 
Ambos compuestos a base de microalgas ( LBGb o LBGh) no afectaron negativamente a 
la tasa específica de crecimiento (SGR), a la ganancia de peso (WG), ni a la 
supervivencia durante el periodo experimental (Tabla 4.1). Del mismo modo, en un 
experimento previo con larvas de dorada usando una combinación de microalgas 
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incluidas en el pienso tampoco afectó negativamente al crecimiento y supervivencia 
(Eryalçin y Yildiz, 2015). A pesar de ello, dichos compuestos redujeron la ingesta de 
alimento, lo que unido a unas tasas de crecimiento similares en todos los grupos 
experimentales implica un aumento de la eficiencia de alimentación (Figura 4.1). Por 
tanto, estos resultados nos indican que la incorporación de los productos 
nutraceúticos al pienso como compuestos activos en alimentos funcionales para la 
dorada puede reducir la cantidad de pienso necesaria para producir una tonelada de 
pescado de dicha especie, consiguiendo así disminuir los costes de producción 
aumentando la competitividad. En este sentido, la Tabla 5.1 muestra el análisis de 
rendimiento productivo, con un rango de mejora en la eficiencia alimentaria del 7,4 al 
13,5% con respecto al grupo control no suplementado, poniendo de manifiesto que la 
incorporación de estos productos en dietas funcionales podría suponer una reducción 
de hasta 148 kg de pienso por cada tonelada de ejemplares cultivados. De esta forma, 
y dado el bajo nivel de inclusión necesario (el 1 % máximo utilizado en este trabajo), así 
como su coste de producción razonable (20 €/kg de producto), su uso podría resultar 
en términos globales, en una doble vertiente de beneficios: i) una en relación a una 
reducción de los costes de producción de hasta 222 € por tonelada de peces 
producidos, aunque el balance económico dependa de la cantidad suplementada, 
además de ii) la importante componente medioambiental al reducir el uso de harinas y 
aceites de pescado, y todo ello siempre produciendo efectos positivos sobre el 
bienestar animal y metabolismo de los organismos cultivados.  
Tabla 5.1. Estimación del uso de productos basados en compuestos de microalgas sobre el ahorro de 
alimentación y balance global de los costes de producción por tonelada de pescado producido. CTRL: 
control; LBGb0.5: LB-GREENboost (0.5 %); LBGb1: LB-GREENboost (1 %); LBGh0.5: LB-GUThealth (0.5 %); 

















CTRL 0.81 1235 
 
  
LBGb0.5 0.87 1149 85 128 28 
LBGb1 0.90 1111 123 185 -15 
LBGh0.5 0.88 1136 98 147 47 
LBGh1 0.92 1087 148 221 21 
1 Para la estimación, se ha considerado un valor de 1,5 €/kg de pienso. 
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A partir de nuestros resultados, es evidente que estos efectos producidos tras la 
suplementación del pienso con productos basados en microalgas a nivel de eficiencia 
de alimentación se lograron mediante modificaciones y orquestación de diferentes 
procesos fisiológicos de los animales ensayados, tanto a nivel metabólico como de 
absorción intestinal. Ambos compuestos aumentaron la longitud del intestino y 
previsiblemente su capacidad de absorción, de manera dosis-dependiente, aunque los 
valores más elevados se localizaron en el grupo LBGh1 (Figura 4.3). De la misma 
manera, tanto en otras especies marinas (Vizcaíno et al., 2018) como en la especie 
sujeta a este estudio, ya sea en alevines (Vizcaíno et al., 2016) o juveniles (Vizcaíno et 
al, 2014), la inclusión de diferentes microalgas en la dieta aumenta la superficie de 
absorción de los enterocitos, es decir, de las células epiteliales del intestino. Se sabe 
que el intestino tiene una plasticidad que le permite aumentar su longitud en 
respuesta a la sustitución de harinas y aceites de pescado por otras fuentes de origen 
vegetal, tal y como se ha demostrado anteriormente en esta especie (Santigosa et al., 
2008; Perera et al., 2019), pero no se conocía dicha respuesta a niveles bajos (1%) o 
muy bajos (0,5%) de nutraceúticos derivados de microalgas, como en este estudio. A 
todo lo anteriormente expuesto, los resultados obtenidos de los análisis de 
electrofisiología y permeabilidad del intestino son sumamente importantes. En este 
sentido, se demuestra que la funcionalidad intestinal no sufre ninguna alteración 
debido a que los resultados de corriente de cortocircuito negativos (Isc < 0) indican 
que el epitelio se encuentra en modo de absorción (Figura 4.3b). Además, de los datos 
obtenidos también se extrae que el proceso de absorción se esté dando para 
compuestos nutricionalmente válidos, no permitiendo la entrada de aquellos otros 
anti-nutricionales o no digeribles/metabolizables (fibra, celulosa de las pareces de las 
microalgas, entre otros), tal y como denota la mayor permeabilidad aparente del tejido 
con el aumento de la selectividad del mismo dada por la resistencia epitelial (Rt) 
(Figura 4.3c y d). Por tanto, nuestro resultados demuestran que el aumento de la 
eficiencia y aprovechamiento en la alimentación va a venir marcado por i) un aumento 
en la superficie de absorción producida por un mayor tiempo de residencia de los 
alimentos (mayor longitud), ii) una mejor selectividad del epitelio al paso de 
compuestos de valor nutricional (mayor resistencia y permeabilidad del intestino), y iii) 
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presumiblemente una mayor superficie de los enterocitos y/o longitud de los 
microvillis.  
Por otro lado, el compuesto LBGb consiguió modificar el índice hepatosomático (IHS) 
(Tabla 4.1) y el nivel de cortisol en plasma (Figura 4.2), produciéndolo incluso en el 
nivel más bajo de inclusión (0,5%), lo que nos revela diferencias en los efectos 
producidos por ambos compuestos en el metabolismo. En condiciones de estrés se 
produce la activación de respuestas fisiológicas a nivel endocrino, conocidas como 
respuestas primarias, liberando catecolaminas y cortisol desde núcleos específicos del 
riñón cefálico (tejido cromafín e interrenal, respectivamente) hasta el torrente 
sanguíneo. Así, el cortisol juega un papel regulador clave en el metabolismo de 
diferentes órganos como el músculo, inhibiendo la síntesis de glucógeno (Kuo et al., 
2013) e induciendo la movilización de glucosa y ácidos grasos para producir energía y 
superar el estímulo estresante (Mommsen et al 1999). En el hígado, el cortisol también 
induce cambios para hacer frente a la mayor demanda energética asociada con la 
exposición al estrés (Das et al., 2018), dado que este órgano puede considerarse como 
uno de los principales almacenamientos de reservas energéticas en teleósteos. Sin 
embargo, los niveles basales del cortisol en peces en condiciones no estresantes aún se 
desconocen (Jerez-Cepa et al., 2019). En este sentido, los niveles altos de cortisol 
provocan una mayor gasto energético y una menor tasa de crecimiento, niveles más 
altos de triglicéridos en el hígado y mayor catabolismo de aminoácidos y 
gluconeogénesis en el músculo (Jerez-Cepa et al., 2019). Por el contrario, niveles bajos 
de cortisol pueden estimular la síntesis de proteínas, y por tanto provocar crecimiento 
somático, así como la acumulación de glucógeno en el hígado y de lípidos en el 
músculo (Van Der Boon et al., 1991; Milligan et al., 2003; Jerez-Cepa et al., 2019). En 
este estudio, mediante la suplementación de productos derivados de microalgas en la 
dieta se ha mejorado la eficiencia alimenticia, consiguiendo un mayor almacenamiento 
de glucógeno hepático y mayores niveles de triglicéridos en el músculo en los peces 
alimentados con las dietas de mayor inclusión (1%), tanto LBGb y LBGh (Tabla 4.2). Se 
conoce que los ácidos grasos de la dieta juegan un papel importante en la regulación 
de la liberación de cortisol en los peces (e.g. Montero et al. 1998; Van Anholt et al., 
2004; Ganga et al., 2006). Sin embargo, dado el bajo nivel de inclusión de LBGb en este 
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estudio, los efectos que puedan ejercer sobre los niveles de cortisol a través de este 
mecanismo no están claros, aunque se puede sugerir que las dosis más bajas de 
alimentación necesarias para lograr la saciedad aparente producen una disminución en 
la anticipación a la actividad que conduce a mejorar el estado de bienestar de los 
peces, lo que se refleja claramente en niveles más bajos de cortisol. No obstante, se 
desconoce si este efecto de disminución de los niveles de cortisol en plasma puedan 
ser también un reflejo de la posible respuesta de los peces ante condiciones 
estresantes en el cultivo, como pueden ser la alta densidad de población o el manejo, 
por lo que se hace necesario profundizar más en este tema en sucesivos estudios.  
De igual modo, nuestros resultados también mostraron que ambos compuestos 
redujeron el nivel de lactato en plasma, aunque LBGb lo produjo con una inclusión más 
baja (0.5%) que en el caso de LBGh (1%). Este resultado puede sugerir que ambos 
productos favorecen el metabolismo oxidativo sobre el metabolismo anaeróbico en el 
músculo. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre tratamientos en el 
glucógeno, glucosa libre y lactato en el músculo, por lo que esta menor concentración 
de lactato circulante a partir del metabolismo anaeróbico muscular en los peces 
alimentados con ambas dietas suplementadas con microalgas parece no explicar al 
100% esos resultados. Aun así, la explicación más adecuada puede ser que parte del 
lactato formado de manera basal sugiera su retirada mediante la estimulación de la 
absorción y eliminación de este metabolito por parte del hígado u otros tejidos para la 
producción de piruvato y su entrada en el Ciclo de Krebs para la producción de energía. 
(e.g. Dando, 1969; Milligan y Girard, 1993; Soengas y Aldegunde, 2002; Omlin et al., 
2014). De esta forma, en los ejemplares alimentados con LBGh y LBGb al 1% se produjo 
un mayor almacenamiento hepático del glucógeno, lo que nos indica que ambos 
compuestos favorecen la absorción hepática del lactato. En cambio, los triglicéridos 
almacenados en el hígado no mostraron diferencias entre tratamientos, lo que nos 
revela que los triglicéridos sintetizados se exportan hacia otros lugares, de acuerdo con 
un mayor nivel de triglicéridos en plasma alimentados con el mayor nivel de inclusión 
(1%) de ambos productos (LBGh y LBGb). Esta sería también la causa del aumento de 
triglicéridos en el músculo del grupo LBGh al 1%, duplicando el contenido de este 
metabolito en el tejido muscular respecto al grupo control (Tabla 4.2). Dichos cambios 
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en el contenido de triglicéridos en el músculo de los peces alimentados con LBGh al 1% 
se pueden deber a modificaciones en la vía metabólica de otros nutrientes inducidos 
por este producto derivado de las microalgas. Por ejemplo, en dorada, se ha 
demostrado que entre el 22-30% de los lípidos depositados en los diferentes tejidos 
pueden proceder de proteínas de la dieta (Ekmann et al., 2013). 
Por lo tanto, y a modo de resumen,  con este estudio se ha demostrado que el uso de 
LBGh y LBGb en las dietas de dorada (S. aurata) de formulación próxima a la comercial 
no afecta al crecimiento y mejora la eficiencia alimentaria. Se han logrado diferentes 
efectos positivos con el uso de dichos productos procedentes de microalgas con un 
bajo nivel de inclusión, como se ha hecho en el salmón con el 5% (Kousoulaki et al., 
2016), en el cerdo 5-7% (Kalbe et al., 2019) y en pollos de engorde con el 0,1-0,2% (Yan 
y Kim, 2013). También se encontró que tanto LBGh y LBGb ejercieron efectos positivos 
tanto a nivel metabólico como en la funcionalidad intestinal y bienestar animal en los 
juveniles de dorada, aunque dichas mejoras se producen de forma diferentes o dosis-
dependiente en función del nivel de inclusión (0,5-1%). Dado el bajo nivel de 
suplementación en la dieta y su coste razonable, el uso de estos productos daría como 
resultado un ahorro en el consumo de pienso por tonelada de peces de cultivo, y por 
tanto en los costes de producción, y una disminución en el impacto medioambiental al 
reducir la presión sobre las harinas y aceites de pescado. Aun así, sería aconsejable la 
realización de más estudios para aclarar si estos beneficios observados a nivel de 
experimentación, bajo condiciones controladas, pueden extenderse tanto a diferentes 
especies comerciales como a diferentes condiciones de cultivo (alta densidad 
poblacional o manejo). Del mismo modo, valdría la pena probar el potencial de estos 
productos para mejorar algunos de los efectos negativos del alto reemplazo de harinas 
y aceites de pescado en los alimentos de dorada, especialmente aquellos dirigidos al 









1. La suplementación con los compuestos nutracéuticos LB-GUThealth® y LB-
GREENboost® en la dieta de dorada (Sparus aurata) de formulación próxima a la 
comercial no afectó al crecimiento de los animales alimentados durante 12 
semanas, aunque sí mejoró la eficiencia alimentaria y los índices de conversión, 
incluso en el nivel más bajo de inclusión (0,5%). 
 
2. Tanto LB-GUThealth® como LB-GREENboost® ejercen efectos positivos a nivel 
metabólico y de bienestar animal, principalmente marcados por menores niveles 
de lactato y cortisol a nivel plasmático, y a una re-distribución de los niveles 
circulantes y de almacenamiento de triglicéridos y/o glucógeno. 
 
3. A nivel de funcionalidad intestinal, la suplementación de ambos compuestos 
produjo, de manera dosis-dependiente en función del nivel de inclusión (0,5% ó 
1%), una elongación del tracto gastrointestinal, disponiendo de una mayor 
superficie de absorción que a su vez fue significativamente más selectiva y 
permeable.  
 
4. A nivel económico, la incorporación de los compuestos nutraceúticos LB-
GUThealth® como LB-GREENboost® a la dieta redujo la cantidad de pienso 
necesaria para producir una tonelada de dorada, disminuyendo de manera general 
los costes de producción y aumentando la competitividad en el sector de 
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